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Boschreibung 

Pepiidnukleinsuuren (PNA) sind polyamidische Vorbindungen. die in dor Seitcnketie Purino odor Pyrimidinc iragen. 
lis handoli sioh soniii formal um DNA-analoge Verbindungen. boi donon das Desoxyribosephosphutgerusi durch ein-po- 
5 lymuidisohos Riiokgrni orsorzi wurdc. 

Das gezielie Absohalion von Genexpression durch kompiemeniare Nukleinsauren. sogenannte Amisense-Oligonu- 
kleoi.ido. siclli oinon noucn Therapieansatz dar. Mogiioho Anwendungcn rciohen von der Behandlung viraler [nfektionen 
bis zurTherapie von Krobs (S. Agrawal. Tibtoch 10. 152 ( 1992): W. James. Antiviral Chemistry & Chemotherapie 2. 191 
(1991): H. Calabrciia. C ancer Research 51, 45()4 (1991)). Die Kortirolle der Gcnoxprcssion erfolgl uul dor libene von 

lu DNA und RNA und gelingt bereits mit unmodUizierten Oligonukleotiden (C. Helene. Anti-Cancer Ding Design 6. 569 
(1991); B. Uhlmann. A. Peymann, Chemical Reviews 90. 543 (1990)). Diese sind jedoch aufgrund mangelnder enzyma- 
tischer Siabilrtiit und zu geringer Aufnahme in zellulure Systeme fur ihorapeuiische Anwendungcn nicht geeignei. Tho- 
rapeuiische Anwendungcn erfordern chemisch modifizierte Ant isense-Oligonukleotide. 

Neben der Ami sense-Strategic kann eine Inhibition der Genexpression auch durch die Sense-Strategic crziett werden. 

15 Dabei konkurriercn die Sense-Oligonukieotide spezifisch mit DNA-Bindungsproleinen wie z. B. Trans krip lions faktoren 
(M. Blumengeld. Nucleic Acids Research 21. 3405 (1993)). 

Oligonukleotide mil modiriziertem Internukleotidphosphat oder einer phosphatfreien Internukleotidverkniipfung wur- 
den in vielen Arbeiten sysrematisch untersucht; ihre Synthese erwies sich jedoch als sehr aufwendig und beobachtcte ihe- 
rapeuiische Effekte als nichi ausreichend (E. Uhlmann, A. Peyman. Chemical Reviews 90. 543 (1990)). 

20 Eine Alternative zur Modification oder Substitution der Phosphatgruppc in Nukleinsauren ist der komplette Austausch 
von Ribose und Phosphat durch andere Ruckgrate. Dieses Konzept wurde erstmals von PiLha et al. realisiert, der Ribo- 
sephosphat durch Poly-N- Viny 1-de rival e ersetzte, was zu soaenannter "Plastik-DNA" fiihrt (J. Pitha. P.O.P. Ts'O. J. Org. 
Chem. 33. 1341 (1968): J. Pitha, J. 

Adv. Polym. Sci. 50. 1 (1983)). Es erlaubt jedoch nicht den gezielten Aufbau definierter Sequenzen. 

25 Die Synthese definierter Sequenzen gelingt, wenn anstelle von Zuckerphosphat beispielsweise ein Polyamid-Ruckgrat 
verwendet wird, das in Analogic zur konventionellen Peptidsyn these (M. Budanszky, Principles of Peptide Synthesis, 
Springer, Berlin 1984) schrittweisc aufgebaut wird. Dieses Konzept wurdc von vcrschicdcncn Arbeitsgruppcn untcr- 
schiedlich realisiert (J.E. Summerton et al. WO 86/05518; R. S. Varma et al. WO 92718518; O. Buchardt et al. WO 
92/20702: H. Wang. D. D. Weller. Tetrahedron Letters 32. 7385 (1991); R Garner. J. U. Yoo. Tetrahedron Letters 34. 

30 1275 (1993); S.-B. Huang, J. S. Nelson D, D. Weller, J. Org. Chem. 56, 6007 (1991); Bayer AG EP 646 595 A 1, EP 646 
596 Al u. EP 700 928 A I; Hoechst AG EP 672 661 A 1, EP672 677 A2, EP 672 700 A 1). 

Polyamid-Nukleinsauren eignen sich ebenfalls fiir diagnostische und rnolekuLarbiologische Anwendungen (Buchardt 
et ai. WO 92/20703 und Glaxo Inc. WO 93/12129). 

Nachdem sich Oligomere aus reinen PNA-Bausteinen als zu lipophil und damit unfahig zur Zellwandpenetration er- 

35 wiesen haben, konnte dieses Problem durch Kombinationen von "hydroxysubstituierten" PNA-Monomeren mit 5'-Ami- 
no-2',5'-didesoxynucleotiden oder 2'-Desoxynucleotiden zu DNA/PNA-Cooligomeren reduziert werden (vgl. Hoechst 
AG EP 672 677 A2). Heterooligomere Verbindungen mit einern Ruckgrat aus 2-Aminoethyl-glycin und L- trans- Ami no- 
prolin haben sich in Bezug auf Bindungsstarke zur komplementaren DNA gegenuber Verbindungen mit reinem 2-Ami- 
noethylgiycin-Ruckgrat als uberlegen erwiesen (vgl. EP 700 928 Al). Intention der vorliegenden Erfindung ist es, durch 

40 Ersatz des 2-Aminoethylglycins durch Nucleoiidderivate und des Aminoprolins durch 2-Hydroxyethylglycin-Analoga 
zu Verbindungen mit starkerer Bindung zur komptementaren DNA bei gleichzeitiger Erhohung der Hydrophilie zu kom- 
men. 

Die Cooligomere eignen sich zur Kontrolle der Genexpression. Weiterhin lassen sich derartige Substanzen in Diagno- 
stik und Molekularbiologie zur Isoliening. Identiftzierung und Quantifizierung von Nukleinsauren verwenden. 
45 Bei der Bearbeitung derartiger Strukturen gelang die Synthese neuer Hydroxyethylglycin- und 3 -verknupfter Nucleo- 
tid-Hydroxyethylglycin-Bausteine. Letztere eignen sich zur Herstellung bisher unbekannter streng alternie render PNA/ 
D N A -Coo li go me re . 

Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (T) 

50 


55 



in welcher 

R| fiir Wasserstoff. Hydroxy. C t -C| S -Alkoxy, Halogen. Azido oder Amino stent. 

R~ fiir eine in der Nucleotidchcmie iibliche Phosphatschutzgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoet.hyl steht, 
R 3 und R 4 unabhangig voneinander fiir Wasserstoff, C r C 4 -Alkyl oder gemeinsam fiir C r C 4 -Alkandiyl wie beispiels- 
65 weise -CH 2 -. -(CH 2 ) 2 -. -<CH 2 >r oder -C(CH 3 ) r stehen, 

B fur alio natiirlichen oder unnattirlichen Nukleobasen. wie z. B. Thymin, Uracil. Cytosin, Adenin. Guanin. Hypoxanthin 
oder durch chemische Modifikation von diesen abgoleiiete Derivate oder halogenierte Vorstufen von diesen. gegebenen- 
falls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl. Trifluoracetyl. Trichloracetyl. Benzoyl. Phony lacetyl. Ben- 
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/.yloxyearbonyl fZ od. Cb/h len.-Buiyloxycarbonyl <Boc>. Allyloxycarbonyl. {9-Fluorenvl)methoxycurbonyl (Fmoc) 
oder andere in der Pcpiid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen substiluiert, sichl. 
G fur -NTT- ixicr-O- sichl, 

X l'ur Wasserstoff oder cine beliebige aus dor Pepiidchcniie bekannte Schutzgruppe wie beispielsweise /. Fmoc oder 
4-Meihoxy trityl sicht und 

Y fur Wasserstoff, (V^V^kyl oder eine belicbigc aus iter Pepiidchcniie bekannie C-ienninale Schutzgruppe wic bei- 
spielsweise Benzyl oder icri. -Buty l siehi. 

Die crtindungsgemaBen Verbindungen der Fonnel (0 cignen sich als DNA/PNA-Bausieine zur TTersiellung von DNA/ 
PNA-Cooligonicren beispielsweise nach Standardverfahren insbesondere der Pepiidchcniie fur Vercsterungen und Arni- 
dicrungen in fester und Mussiger Phase (vgl. EP 700 928 Al. S. 5 und don zit. Lit.). 

Die crfindungsgemaBen DNA/PNA-Bausteine sind durch die Fonnel ([) allgemein detiniert. 

R' sicht bevor/ugi fur Wasserstoff, Hydroxy, C t -C 6 -Alkoxy, Fluor. Chlor. Brom, Azido odor Amino. 

R- stent hevor/ugt fur eine in der Nucleoi.idehemie uhlichc Phosphatsehutzgruppe wie beispieUweise 2-( Vanooihvl. 

R 3 und R 4 siehen bevorzugi unabhangig voneinander fur Wasserstoff- (.\-C4-Alkyl oder gemeinsani fur (.',-C 4 -Alkun- 
diyl wie beispielsweise -CHi-* -(CFK^-. -( 0-12)3 oder -CCCFFjh-. 

B steht bevorzugt fur alie natiirlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin. Adenin, Guanin odcr Tlypo- 
xanthin oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aniinogruppen durch Schutzgruppen wie 
Acetyl. Trifluoracctyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacctyl. Benzyloxycarbonyl, tert.-Buryloxycarbonyl, Allyloxycar- 
bonyl, (9-Huorenyl)-methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen sub- 
siiiuiert sind. 

G steht bevorzugt fur -NH- oder -O-. 

X steht bevorzugt fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Pepiidchemie bekannte Schutzgruppe wie beispielsweise 
Z, Fnioc odcr 4-Meihoxytrityl. 

Y steht bevorzugt fiir Wasserstoff, C[-C4-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-tenninale 
Schutzgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert.-But.yl. 

R 1 stent besonders bevor^ugL fiir Wasserstoff- Hydroxy, Melhoxy, Elhoxy, Fluor, Chlor, Azido oder Amino. 
R~ steht besonders bevorzugt fur 2-Cyanocthyl. 

R 3 und R 4 stehen besonders bevorzugt unabhangig voneinander fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Isopropyl oder ge- 
meinsani fiir -CH 2 -, -(CH^):- -(CH 2 )3- oder -C(CH 3 ) r . 

B steht besonders bevorzugt fur aile natiirlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin, Adenin, Guanin 
oder Hypoxanthin oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aniinogruppen durch Schutzgrup- 
pen wie Acetyl. Trifluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacetyl. Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl. Ally- 
loxycarbonyl, (9-Fluorenyl)methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgrup- 
pen substkuiert sind. 

G steht besonders bevorzugt fiir -NH- oder -O-. 

X steht besonders be vorzugt fiir Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wie bei- 
spielsweise Z, Fmoc oder 4-MethoxytrityL 

Y steht besonders bevorzugt fiir Wasserstoff, Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, IsobutyL sec. -Butyl, tert.- 
Butyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert.- 
Butyl. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Verbindungen der allgemeinen Forme 1 (H) 


B 



in welcher 

R 3 , R 4 und B die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel CD angegebenen Bedeutungen haben, 

X 1 fiir Wasserstoff oder eine aus der Peptidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispielsweise durch Alkyl 

und/oder Phenyl substituiertes Silyl, Z, Fmoc oder 4-Meihoxytrityl steht, wobei fiir den Fall, daB R 3 und R 4 glcichzeitig 

jeweils tur Wasserstoff stehen, gegebenenfalls substituienes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen sind und 

Y fiir CpC's- Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-tenninale Schutzgruppe wie beispielsweise 

Benzyl oder tert.-Butyl steht. f 

Die erfindungsgemaBen PNA-Bausteine sind durch die Fonnel (II) allgemein defmiert. 

R 3 , R 4 und R siehen bevorzugt fiir die bei der Beschreibung der Verbindungen der 
Fonnel (D als bevorzugt angegebenen Reste, 

X 1 steht bevorzugt fiir Wasserstoff oder eine aus der Pepiidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispiels- 
weise durch Alkyl und/oder Phenyl substituienes Silyl (z. B. tert.-Butyldiniethylsilyl oder tert.-Butyldiphenylsilyl). Z, 
Fmoc oder 4-Methoxytriiyl steht, wobei fiir den Fall, dali R 3 und R 4 gleichzeitig jeweils fur Wasserstoff stehen, gegebe- 
nenfalls substituienes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen sind. 

Y steht bevorzugt fiir C|-G 4 -Aikyl oder eine beliebige aus der Pepiidchemie bekannte C-tenninale Schutzgruppe wie 
beispielsweise Benzyl oder tert. -Butyl. 

R . R 4 und B stehen besonders bevorzugt fur die bei der Beschreibung der Verbindungen der Fomtel ( I) als besonders 


3 
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20 


bevorzugt angegcbenen Rcstc. 

X stent bcvor/.ugt Cur WasserstolV oder ciurch Alkyi und/oder Phenyl substiiuienes Silyl wie beispielswcise lert.-Bu- 
tyldinicihy Isilyl oder ten.-Butyldiphenvlsily I. 

Y sichi bcsonders bevorzugt fur Mclhyl. Ethyl. n-Propyl. [sopropyL n-Butvl. [sobuiyl. sec.-Bul.vl. lert. -Butyl oder cine 
heliehigc :ius der Pepiidcheniie beknnnte C-ierniinnle Sehiilzgruppc wie beispiclswcise Bcnzvl oder lert .-But vl. 

Die aus der Peptideheniie bekannien Schutzgruppen sind z. B. autgetuhrt in T. W. Greene* P. G. M. Wu is. Protective 
Groups in Organic Synthesis, 2 nd Ed.. John Wiley & Sons. New York 1991. 

Die oben aui'gefuhrten allgenieinen oder in Vorzugsbereichcn aurgeftihrten Resiedeliniiionen bzw. Erlauterunsen kon- 
nen uniereinander. also auch zwischen den jeweiligen Bereiehen und Vorzugsbereichen beliebig kombinien werden. Sic 
geltcn fur die Hndprodukte sowie fur die Vbr- und ZwischenprodukLe enisprechcnd. 

HriindungsgeinaB bevorzugl werden die Verbindungen der Fonnel (I), in welchen cine Kombinaiion der vorsiehend 
als bevorzugt ( vorzugsweise) aul'gefiihrtcn Bedeutungen vorliegt. 

F.rtindungsgemaB hesonders bevorzugt werden die Verbindungen der Fonnel (T). in welchen eine Kombinaiion der 
vorsiehend als besonders bevorzugt aulgetuhn.cn Bedeutungen vorliegt. 

Gesattigte oder ungesattigte KohlenwassersrorTreste wie Aikyl oder Alkenyl konnen. auch in Verbindung mit Heieroa- 
tomen, wie z. B. in Alkoxy. soweit moglich, jeweils geradkertig oder verzweigt sein. 

Gegebenentalls substiiuierte Reste konnen einrach oder mehrtach substituiert. sein, wobei bei Mehrrachsubstituiionen 
die Subsiituenten gleich oder verschieden sein konnen. 

Beispiele r'ur die crrtndungsgemaBen Verbindungen der Fonnel (I) sind Bausteine der Forniel (I-a): 


25 


30 
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^NH 



N v^A 0 .CH 3 (I-a) 


35 


40 


B = 
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I 



45 


06 
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50 


, usw. 


A) DNA/PNA-Bausteine der Forniel (T) 


65 


B 


in welcher 


R 1 


& N R 2 

o — r\ 



oo, 


R 1 bis R a . B. G. X und Y die oben angegebene Bedeutung haben, 
lassen sich hersicllen. indent man Verbindungen der Fonnel (tt-a) 


& 
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B 



(Il-a), 


mil Nuklcoiid-Derivatcn der Fennel (IU) 


B 



in welcher 

R 1 , R 2 , B, G und X die oben angegebene Bedeutung haben und 
R s und R 6 unabhangig jewcils voncinandcr fur Ci-C 4 -Alkyl stehen. 

Gegenwart eines Verdiinnungsmirtels und eines Reaktionshilfsmittels umsetzt und anschlieBend oxidiert. 
B) PNA-Bausteine der Forniel (II) 


B 



in welcher 

R 3 , R 4 . B, X 1 und Y die oben angegebene Bedeutung haben 

lassen sich herstellen, in dem man geschiitzte Hydroxyethylglycin-Derivate der Fomiel (IV) 


R 3 H O 



(rv), 


in welcher 

X 1 *" 1 mit Ausnahme von WasserstofT dieselbe Bedeutung wie X 1 hat, 
mil durch Nukieobasen substituierter Essigsauren der Forniel (V) 
B-CFI 2 -COOH (V) 

in Gegenwart eines Reaktionshilfsmittels und eines Verdunnungsmittels und gegebenen falls in Gegenwart einer Base 
umsetzt und fur den Fall. daB X 1 = H sein soil IFormel (U-a)J, anschlieBend die Schutzgruppe mil einem geeigneten Rea- 
genz abspaltet. 

Verwendei man beispielsweise N-2-TTydroxy-2-methyl-ethyl)-N-|(N 6 -benzyloxycarbonyl-ade- 

nin- l-yl)-acetyl]-glycin-isopropylester und 2-Cyanoethyl-N.N-diisopropyl-5'-0-(Dimctlioxytrityl)-rhy- 

midin-3'-phosphoramidit als Ausgangsstoffe, so kann der Reakiionsablauf des erfindungsgemafcien Verfahrens ( A) durch 
das folgende Fonnelschenia wiedergegeben werden: 
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H 3 C 



DMTr-O 


N 



P-N(iPr) 2 
OCE 


O 

A. 



CH. 



CH. 


HO 


CH. 


30 


H 3 C 



DMTr-O 


1 X 

HN O 


NC 




^"o^CH, 


Verwendet man beispielsweise (^-Benzyloxycarbonyl-adeniii-l-yO-essigsaure und [N-(2-Diniethyl- ! butyisilyloxy)- 
35 ethyl]-alanin-ethylester als Ausgangsstofte, so kann der Reaktionsablauf des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) durch 
das folgende Fomielschema wiedergegeben werden: 


40 


45 


50 
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Die zur Durchruhrung des errindungsgeinalten Verfahrens (A) benotigien PNA-Bausieine der Fonnel (H-a) sind cine 
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Tcilnicnge der ncucn Verbindungen dcr Fonnel f II), in der X fur Wasscrsioff sicln. Sic lassen sich /.. B. nach Vorfahren 
(IJ) herstellen. 

Die weiierhin zur Du re hfu lining vies erlindungsgentaL>en Verfahrcns (A ) hcnotigtcn Nukleotid-Deri vale sind durch die 
Fonnel (ril) allgemein (ielinicrt. In diescr I ; onucl stehen R 1 . R-. G und X vor/.ugsweise fur diejenigcn Restc. die bereils 
bei der Beschreibung dor Baustcine tier Fonnel (T) :i is bevor/ugl genannt wurden. und R^' sichcn hevor/ugt jcwcils fiir > 
Methyl, lithyl, n-. see.- oder i so- Propyl. 

Die Verbindungen der Fonnel (Ur") sind bekanni oder lassen sich nach bekannten Methoden hcrsicllcn (v«l. M. J. Gait 
(cd.) Oligonucleotide Synthesis. A Practical Approach, [RL Press, Oxford 1^84). 

Die /ur Durchfiihrung des ertindungsgemaLicn Verfahrcns (B) benoiiglen 1 lydroxyethylglycin-Derivate sind (lurch die 
Fonnel (TV) allgemein deiiniert. [n diescr F'ormel stehen R 3 , R 4 und Y vorzugsweise fur diejenigcn Resie, die bereits bei id 
der Beschreibung der Bausieine der Fonnel (0 als bevor/ugl genannt wurden. X 1 1 sieht vor/ugsweise, Wassc rs t o ff a us - 
genommen. fiir diesclben Reste, die vor/.ugsweise fiir X 1 in Fonnel (II) stehen. 

Verhindungen der Fonnel (TV) lassen sich /.. B. herstellen, indent man die Schut/.gruppe X~ vollstandig geschiii/.ter 
Hydroxyethylglycin-Derivate der Fonnel (VI) gemaB ciein folgcnden Reaklionsschenia abspaltet: 



Cvq Civ) 

In dcr Fornicl (VI) stcht X" fiir cine in Abhangigkcit von Y gccignctc N-tcrminalc Schutzgruppc wic bcispiclswcisc 
ten.-Butoxycarbonyl (BOC). Benzyloxyearbonyl (Cbz) oder Benzyl (Bzl), bevorzugi fur Bzl oder Cbz (VgL. z. B. T. W. 
Greene. P. G. M. Wuts. Protective Groups in Organic Synthesis. 2. Ed.. John Wiley & Sons, New York 1991). 

Die Reaktion laBt sich mirtels ublicher Methoden N-temiinaler Deblockierung wie Acidolyse. beispielsweise ini Fade 30 
der BOC-Gruppe, oder katalytischer Hydrierung, beispielsweise im Falle eines Benzylesters, durchfiihren. 

Verbindungen der Formel (VI) lassen sich z. B. herstellen, indern man die Hydroxygruppe der Hydroxyethylglycin- 
Derivate der Forrnel (VH) gemaB folgendein Reaktionsschema nach iiblichen Methoden schiitzt (vgl. o.a. Lit.): 



(vn) (vi) 

45 

Verbindungen der Formel (VII) lassen sich z, B. herstellen, indem man die Carboxylgruppe der Hydroxyethylgtycin- 
Derivate der Forniel (VIH) gemaB folgendein Reaktionsschema nach iiblichen Methoden verestert oder schiitzt: 



(vm) ( vn) 

Hydroxyethylglycin-Derivate der Fonnel (VIII) sind zuin Teil konimerziell erhaltlich. bekannt oder lassen sich nach 
bekannten Merhoden herstellen. fio 

Spezielle Verbindungen (VIT-a) der Fonnel (VII) lassen sich z. B. auch herstellen. indem man N-geschutzre Hydroxy- 
ethanole der Formel (IX) mi! cc-Bromcarbonsaurederivaien der Fonnel (X) nach iiblichen Methoden gemaB folgendein 
Reaktionsschema umsetzt: 


65 
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(vn-a) 

In den Fonncln ('VH-a), (DO und (X) stchen R 3 " 1 und R 4 " 1 unabharmit: voneinander fur WasserstotT odcr C r (' 4 -Al- 
kyl. 

Verbindungen der Forniel (IX) und (X) sind kommerziell erhaltlich, ailgemein bekannt odcr lassen sich nach bekann- 
15 ten Methoden herstcllen t'vgl. Burfilcd ci al.. J. Chem. See. Pcrkin Trans. I. 1977, 666). 

Die weiterhin zur Durchfuhrung des erhndungsgemaBen Verfahrens (B) benotigten subsiituiertcn Essigsauren der For- 
niel (V) sind bekannt oder lassen sich nach bekanntcn Methoden herstellen (val. Dueholni ct al. J Org. Chem. 59, 51bl 
(1994)). 

Das erfindungsgemalx: Verfahren (A) wird bevorzugt in Losung durchgefiihrt, kann aber auch an fester Phase erfolgcn 

20 (siehe: R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc, 85, 2149 (1963) und M. L Gait, (ed.) Oligonucleotide Synthesis, A Practical 
Approach. IRL Press, Oxford 1984). 

Als Reaktionshilfsmiuet zur Durchfuhrung der Phophotriesterbildung des erfindungsgernaBen Verfahrens (A) eignen 
sich alle Aktivatoren. die zur Bildung einer Phosphitbindung geeignet sind und alle Oxidationsmittel. die zur Uberfuh- 
rung des Phosphits in das e ntsprechende Phosphat geeignet sind (Shabarova. Z.; Bogdanov, A., Advanced Organic Che- 

25 inistry of Nucleic Acids, Verlag Chemie. Weinheim 1994). Vorzugsweise kotnmen folgen Aktivatoren in Frage: Azole 
wie Telrazole. Triazole sowie deren Ammoniumsalze. Als Oxidationsmittel kommen bevorzugt in Frage: Persiiuren wie 
3-Chlorpcrbcnzocsaurc, Losungcn von Iod in Ldscmittclgcmischcn aus Wasscr, THF, tcrt.-Amincn. 

Als Verdunnungsmittel zur Durchfuhrung des erfindungsgernaBen verfahrens (A) kommen organische Losungsmittel 
und beliebige Mischungen davon in Beiracht, Beispielhaft seien genannt: aliphatische. alicyclische oder aromatische 

30 KohlenwasserstorTe, wie beispielsweise Petrolether, Hexan, Heptan, Cyclohexan, Methylcyclohexan, Benzol, Toluol, 
Xylol oder Decaiin; halogenierte KohlenwasserstorTe, wie beispielsweise Chiorbenzol, Dichlorbenzol, Methylenchlond, 
Chloroform. Tetrachlormethan. Dichlor-. Trichlorethan oder Tetrachlorethylen: Ether, wie Diethyl-, Diisopropyl-, Me- 
thyl-t-butyl-, Methyl-t-amylether, Dioxan, Tetrahydrofuran, 1,2-Dimethoxyethan, 1,2-Diethoxyethan, Diethylenglykol- 
dimethylether oder Anisol; Ketone, wie Aceton. Butanon, Methyl- isobuty I keton oder Cyclohexanon; Nitrite, wie Aeeto- 

35 nitril, Propionitril, n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril; Amide, wie Fonnamid, NJ^-Dimethylfonnamid, N,N-Dime- 
thylacetaniid, N-Methylformanilid, N-Methylpyrrolidon oder Hexaniethylphosphorsauretrianiid; N-Oxide wie N-Me- 
thylmorpholin-N-oxid; Ester wie Methyl-. Ethyl- oder Butylacetat; Sulfoxide, wie Diniethylsulfoxid; Sulfone. wie Sul- 
folan. 

Die Reaktionstemperatur kann bei deni erfindungsgernaBen Verfahren (A) innerhalb eines groBen Bereichs variiert 
40 werden. Im allgemeinen arbeitet man bei der Kondensation bei Teinperaturen zwischen -30°C und +80°C, bevorzugt bei 
-10°C bis 60°C, besonders bevorzugt bei 0°C bis Raumtemperatur. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgernaBen Verfahrens (A) werden pro Mo I Verbindung der Forme 1 (EI) 0,5 bis 3 
Mol. vorzugsweise 0,8 bis 1.5 Mol Verbindung der Forniel (H) und 1 bis 3 Mol Reaktionshilfsmittel und das Oxidations- 
mittel im allgemeinen im molaren Verhaltnis von I : 1 bis 1 : 4, vorzugsweise 1 : 2 bis 1 : 3, eingesetzt. 
45 Als Reaktionshiifsmitiel zur Durchfuhrung der Amidierung des erfindungsgernaBen Verfahrens (B) eignen sich alle 
Verbindungen, die zur Knupfung einer Arnidbindung geeignet sind (vgl. z. B. Houben-Weyl, Methoden der Organischen 
Chemie, Band 15/2; Bodensky et al.: Peptide Synthesis 2nd ed.. Wiley & Sons, New York 1976). Vorzugsweise kommen 
folgende Methoden in Frage: Aktivesrerrnethode mit Pentafluorphenol (PfP), N-Hydroxysuccinimid, 1 -Hydroxy benzot- 
riazol (HOBt), Kopplung mit Carbodiimiden wie Dicyciohexylcarbodiimid oder N'-(3-Dimethylarninopropyl)-N-ethyl- 
50 carbodiimid (EDC od. EDCI)) sowie die Gemischte-Anhydrid-Methode oder die Kopplung mit Phosphoniumreagenzien 
wie 1 -Benzotriazolyloxy-Lris-(diinethylaininophosphonium)-hexafluorphosphat (BOP), Bts-(2-oxo-3-oxazolidinyl)- 
phosphorylchlorid (BOP-C1) oder mit Phosphonsaureesterreagenzien wie Cyanphosphonsaurediethylesrer (DEPC) und 
Diphenylphosphorylazid (DPPA). Besonders bevorzugt ist die Kopplung mit BOP-C1 oder EDCI in Gegenwart von 
HOBt. 

55 Als Verdunnungsmittel zur Durchfuhrung des erfindungsgernaBen Verfahrens (B) kommen organische Losungsmittel 
und beliebige Mischungen davon in Beiracht. Beispielhaft seien genannt: aliphatische. alicyclische oder aromatische 
KohlenwasserstorTe, wie beispielsweise Petrolether, Hexan, Heptan. Cyclohexan. Methylcyclohexan, Benzol, Toluol, 
Xylol oder Decaiin: halogenierte KohlenwasserstorTe. wie beispielsweise Chiorbenzol, Dichlorbenzol. Methylenchlond, 
Chloroform. Teirachlonnethan. Dichlor-. Trichlorethan oder Tetrachlorethylen: Ether, wie Diethyl-, Diisopropyl-. Me- 

60 thyl-t-hutyl-. Methyl-r-Amylether. Dioxan, Tetrahydrofuran, 1 ,2-Dmiethoxyethan, 1 ,2-Diethoxyethan, Dierhylenglykol- 
dimethylether oder Anisol: Ketone, wie Aceton. Butanon, Methyl-isobutylketon oder Cyclohexanon; Nitrile, wie Aceto- 
nitril. Propionitril. n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril; Amide, wie Fonnamid, N,N-Dimethylfoniiamid. N.N-Dime- 
thylacetamid, N-Mcthylfonuanilid. N-Methylpyrrolidon. 1 ,3-Dimethyl-Letrahydro-2-pyrimidinon (DMPU). 1.3-Dime- 
thyl-2-imidazolidinon, Tetraniethylharnsioff oder Hexamethylphosphorsauretriamid: N-Oxide wie N- Methylmorpholin- 

65 N-oxid: Ester wie Methyl-. Ethyl- oder Butylacetat; Sulfoxide, wie Diniethylsulfoxid; Sulfone, wie Sulfolan. 

Die Amidierung wird vorzugsweise in Gegenwart einer Base durchgefuhn. Als solche kommen anorganische oder or- 
ganische Basen in Frage. Hicrzu gchdrcn vorzugsweise Erdalkalimetail- oder AlkuiimetaJlhydroxide. -alkoholate, -ace- 
tate, -carbonate oder -hydrogencarbonate, wie beispielsweise Natrium-. Kalium- oder Arnmoniumhydroxid, Natrium- 
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meihylai. Nairium-cihylai, Kaiiuni-ien.-butylat. Natrium-, Kaliunt-. Calcium- oder Ammoniumaeeiat. Nairium-, Ka- 
lium- odcr Ammoniumcarbonai. Nairiumhydrogcn- oder Kaliunihvdrogencarbonat sowic tertiare Amine, wie Trinteihy- 
lamin, Trieihylamin. Tribuiylaniin. liihyi-diisopropylaniin. N.N-Diniethylanilin. N.N-Dimethyl-benzytamin, Pvridin. 
Pieolin, N-Mcihylpiporidin. N-Methylmorpnolin. N,N-Diineihylaminopyridin. Diazabieycloocian (DABCO). Diazabi- 
cyelononcn (DBN) odor Diazahicyeloundeeen (DBU). s 

Die Reaktionslemperalur kann bei dem crfindungsgemalScn Verfahren (B ) innerhalb eines groBeren Bereiches variiert 
werden. [m allgemeinen arheitei man bci der Kondensarion bei Temporal urcn zwischen -80°C und + 150°C, bevorzugi 
bei -50°C bis 100°C. besondcrs bevorzugt bei -3()°C bis Raunilemperalur. 

Bei der Durch running des erlindungsgemaBen Vertahrens (B) werden pro Moi Verbindung der Forme 1 (IV) 1 bis 5 
Mol. vorzugsweise 1,5 bis 3 Mol Essigsiiurc der Formel (V) und 1 bis 3 Mo! Reakiionshilfsminel und die und die Base id 
im allgemeinen im molaren Verhalinis von I : 1 bis 1 : 3. vorzugswei.se ! : 1,5 bis 1 : 2,5. eingesetzt. 

Die Abspaliung der Schutzgruppc kann naeh bekannten Methoden ert'olgcn (vgl. z. B. T. W. Greene, P. G. M. Wuts. 
Protective (iroups in Organic Synthesis. 2. Ed.. John Wiley & Sons, New York 1991). 

Die Umsetzungen der erlindungsgemaBen Verfahren konnen bei Normaldruck oder unter erhohtem Druck durchge- 
fuhrt werden, vorzugsweise wird bei Normal druck gearbeiter. Die Aufarbeitung geschieht nach u b lie hen Methoden der 15 
Organischen (.'hemic. Die Fndprodukte werden vorzugsweise durch Krisiallisation, chromatographische Reinigung oder 
durch Entt'ernung der Miichiigen Bestandieile gegebenent'alls im Vakuum gereinigt. 

Experimenteller Teil 

20 

Beispiel 1 

N-Benzyloxycarbonyl-4-hydroxy-L-trans-prolinmethylester 

25.1 g N-BenzyLoxycarbonyl-4-hydroxy-L-irans-prolin werden in 450 ml wasserrreiem Methanol gelost und mit Ce- 25 
siumcarbonal auf pH = 9.0 - 9,5 eingestelll. Nach 30minutigem Ruhren bei Raumtemperatur wird bis zur Trockene ein- 
gcdampft und der Riickstand iiber Nacht im Hochvakuum gcixockncu Der Ruckstand wird in N.N-Dimcthylforrnaniid 
(DMF) autgenommen, zu dieser Suspension langsam 14.8 g Methyliodid so zugetropft. daB die Temperatur der Reakti- 
onsniischung 30°C nicht ubersieigt und fiir wetter 12 Stunden verruhrt. Das Losemittel wird entfernr. der verbleibende 
Ruckstand mehrfach mil Toluol coevaporiert und in Dichlormethan aufgenommen. Man wascht die Losung mil Wasser/ 30 
ges. Kochsaizlosung 1 : I (v/v), 5%iger NaHC03-Lsg. und erneut Wasser/Xochsalzlosung. Die organische Phase wird 
uber MgS0 4 getrocknet, eingeengt und das resukierende Ol im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 21,86 g 
R f : 0,15 

Laufmittel: Toluol/Ethanol 10:1 35 

Beispiel 2 

N-Z-A-C^utyldiniethylsilyloxy^L-trans-prolinmethylester 

4 * 40 

Unter Argon werden 14,4 g (51.7 mmol) N-Z-4- hydroxy- L-trans-prolin me thylester in 150 ml NJ^-Dimethylforma- 
mid gelost und init 14.8 ml Trieihylamin versetzt. Tnnerhalb zehn Minuten werden 10,4 g (68,8 mmol) 'Buryldimethyl- 
silylchlorid (TBDMSi-Chlorid) zugetropft und Liber Nacht nachgeruhrt. Nach Entfemen des Ldsungsrnittels irn Vakuum 
verbleibt ein Ol, das zwischen Dichlormethan und Wasser partitioniert wird. Man extrahierr die waBrige Phase noch 
mehrmals mil Dichlonneihan, trocknet iiber Nairiumsulfat und verdanipft das Losemittel im Vakuum. AnschlieBend 45 
wird durch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (60 : 1, v/v) als Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 13,95 g 
Rf 0,54 

Laufmittel: CTL>ClVMeOH 40 : 1 

50 

Beispiel 3 

4-( , Butyldiniethylsilyloxy)-L-trans-prolinmethylester 

Die Verbindung aus Beispiel 2 (3,8 g; 9,6 mmol) wird in wassertreiem Methanol (40 ml) gelost bei Normaldruck und 55 
Raumiemperatur iiber Pailadium/Aktivkohle (10%: 0,3 g.) vier Stunden hydriert. Nach vollstandiger Umsetzung wird der 
Katalysator abliltriert und in Vakuum eingeengt. 
Ausbeute : 2,4 g 
R f : 0,52 

Laurmitrel: CH 2 CU/MeOH 10 : 1 r,o 

Beispiel 4 

4-( , Butyldimethylsilyloxy)-N-l(thymin-l-yl)-aceiyIJ-L-trans-protinmethylester 

63 

3,4 g (18,5 mmol) 1-Carboxymethyl-thyinin werden in 50 ml DMF gelost. auf -30°C abgekuhlt und bei dieser Tem- 
peratur mit 1,3 eq. HOBt ■ U 2 Q und 1,3 eq. EDCI • HO versetzt. Man ruhn 30 min bei -30°C und gibt cine Losung von 
2.4 g (19.3 mmol) 4-('Butyldimethytsilyloxy )-L-trans-prolinmethylester in DMF und 4.5 ml Triethylamin zu. Eine 
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Siunde wirci hoi MYV verruhn und anschlietiend noch iiber Nacht bei Rauiutemperatur nachgeruhrt. Dunn wird eingc- 
cngl. iter Ruckstand in Hssigsaureethylester aut'genonimen und jeweils mil 1 N IK.'I. gesaitigter Natriunihvdrogencarbo- 
natlosung und gcsaitigicr NaCl-Losung gewasehen. Das Prcxlukl kristallisicri Liber Nacht aus der organischen Phase aus. 
wird abfilt ricri unci int Hochvakuum getrocknci. 
Ausbeute: 3.03 g " 
R t : 0.68 

Lautniitiel: CT-^CU/NTcOH 9:1 

Be is pi el 5 

4-nydro.\y-N-[(ihymin- 1-yD-aceiyl |-L-trans-prolinmeihylester 

2,0 g 4-(^ulyldimethylsilyloxy)-N-[(thymin- ^ werden in 50 nil Methanol ge- 

lost. mil 5 Tropic n konzenrrierier Salzsaure verseizt und bei Raumtemperaiur Liber Nacht geriihrt. Die Losung wird im 
is Hochvakuum vollstandig eingedampt't und der Rucksiand durch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlormethan/Me- 
thanot (60 : 1, v/v) als Eluens gereinigi. 
Ausbeute: 1.19 g 
Rf 0,21 

Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 20 : 1 

20 

Bei spiel 6 

N-Benzyl-N-^-hydroxyethyO-glycin-'butylester 

25 Eine Losung von 9,6 g (63.4 mmol) N-Benzylethanolamin und 8.85 ml Triethylaniin in 65 ml N, N-Diniethylforma- 
mid wird bei 0°C mil 1 eq. Bromessigsiiure-'bulylesier verselzt und noch 22 h bei Raumiemperalur naehgeriihrl. Nach 
Eincngcn wird mchrmals mil Toluol co-dcstillicrt, der Ruckstand in Dichlomicthan aufgenommen und mchrfach mit 
Wasser extrahiert. Die organische Phase wird zur Trockene eingedampft, das verbleibende Ol im Hochvakuum geirock- 
nei. 

30 Ausbeute: 14,5 g 
R f : 0,47 

Laufmittel: EE (Ess igsaureethy lester) 


35 


45 


55 


Beispiel 7 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinmethylester 


Die zu Beispiel 6 anaioge Umseizung von 41,9 g (277 mmol) N-Benzylethanolamin mil Bromessigsaure-methylester 
liefert N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinmeihylester. 
40 Ausbeute: 43.8 g 
Rf 0,53 

Laufmittel: CH->CK/MeOH 20 : 1 


Beispiel 8 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinmethylester 


Die zu Beispiel 6 anaioge Umseizung von 34,4 g (227 mmol) N-Benzylethanolamin mit Bromessigsaure-ethylester 
liefert N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinethylester. 
50 Ausbeute: 43,9 g 
R f : 0.49 

Laufmittel: CH->CU/MeOH 20 : 1 


Beispiel 9 

N-Benzyl-N-(2- , butyldiphenylsilyoxyethyl)-glycin- , butylester 


Unter Argon werden 5,2 g (19.5 mmol) N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycin-'buiylester in 50 ml DMT gelost und 
mit 5,5 ml Triethylaniin versetzt. Es wird eine Losung von 1.3 eq TBDPSi-Chlorid zugeLropft und iiber Nacht nachge- 

60 riihrt. Das T xisungsmittel wird entfernt. der Ruckstand y.wischen Wasser und Dichlormethan verteilt. Die waRrige Phase 
wird noch dreimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen anschlieBend iiber Nairiumsul- 
faigetrocknet. Das Rohprodukt wird durch Chromatographic an Kieselgel mit Essigsaureethylester/Hexan (1:9. v/v) als 
Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 6.79 g 

65 R f : 0.68 

Laufmittel: EE/Hexan 1:9 
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Bcispicl 10 

N-Iicn/^l-N-(2- I buiyldiiucthylsiiylo\y-cthvl i-glycinmeihylcster 

Die /.ii Beispiel 9 unnloge Umset/.ung von 37.7 o (170mniol) N-Ucny.yl-N-(2-hydrnxycihyl)-glycinincihylcsicr init s 
'Buiykiinicihylsilylchlorid'lictcri N-Bcn/yl-N^Z-'buiyldinicihylsilyloxv-cthyn-glycinrucihylcsicr nach Uochvukuuni- 
irocknung a Is 01. 
Ausbcuic: 45. 1 g 
R t : 0,39 

Laufmiuel: EL/IIexan 1 : 9 10 

Bcispicl 1 1 

N-Benzvl-N-(2- l bu(vldimcihylsilyIoxyethyl)-glycineihylcsicr 

15 

30.1 g (127 mmol) N-Benzyl-N-(2-'butyldiiiiethyl-silyloxyethyl)-glycinethyleslcr werden umcr don Bcdingungen aus 
Bcispicl 10 init 1.3 cq. TBDMSi-Chlorid umgesetzt. 
Ausbeute: 27.3 g 
R f : 0,49 

Laufmiuel: EE/Hexan 1 : 10 -° 

Beispiel 12 

N-(2- , Butyldiphenylsilvloxyethyl)-glycin-'butylesrer 

25 

Zur Enlfemung der Benzylschutzgruppe werden 5,9 g (1 1.7 mmol) N-Benzyl-N-(2-'bui.yldiphenylsilylo\y-eihyl)-gly- 
cin-'butylcstcr in 50 ml wasscrr'reiem Methanol gclost und bci RaumtcmpcraLur und Normaldruck ubcr Palladium/Aktiv- 
kohle (10%: 0,5 g) fur 36 Stunden hydriert. Nach vollstiindiger Unisetzung (DC-Kontrolle) wird der Katalysator abfil- 
iriert und im Vakuuni eingedampft. 

Ausbeute: 4,91 g 30 
R f : 0,46 

Laufmittel: EE/PE (Petrolerher) 1 : 9 

Beispiel 13 

J5 

N-(2-'ButyLdimethylsilyloxy-ethyl)-glycinmethylester 

Die analoge Hydrierung von 23,8 g (71 mniol) der Verbindung aus Beispiel 10 liefert N-(2-Wyldimethylsilyloxy- 
ethyl)-glycinmethylester. 

Ausbeute: 16,7 g R f 0,24 40 
Laufmiuel: EE/PE 1 : 1 

Beispiel 14 

N-(2- t Butyldiinethyl-silyloxyethyl)-glycinethylester 45 

Die zu Beispiel 13 analoge Umsetzung von 20,0 g (57,0 mmol) N-Benzyl-N-(2- l buryldimethylsilyloxyethyl)-glycine- 
thylester liefert den gewunsehten Glycineihylester als Ol. 
Ausbeute: 13,5 g 

R f :0,61 30 
Laufmittel: CH 2 Ch/MeOH 20 : 1 

Beispiel 15 

N-(2- , Butyldiphenylsilyloxy-ethyl)-N-(ihymin-l-yl-acetyl)-glycin- t butylester 55 

4,4 g (23,6 mmol) 1-Carboxvmethyl-thymin werden in 50 ml DMF gelost, auf -30°C abgekiihlt und bei dieser Tem- 
peratur mil ITOBi • IUO und EDCI • IIC1 Oeweils 1,3 cq.) versetzt. Nach 30 min wird bei dieser Temperatur eine Lo- 
sung von 4,9 g ( 11,8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 12 und 6 ml Triethylamin zu gegeben. Es wird noch eine wei- 
tere Stunde bei -30°C und anschlieRend 12 h bei Rauinteniperatur geriihrt. Dann wird eingeengt. der Ruckstand in F.ssig- fti 
saureethvlester aufaenommen und jeweils mit I N HCU ges. NaHCXVLsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Das Rohpro- 
dukt wird durch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlormeihan/Methanol (10 : 1. v/v) als Eluens gercinigt und tallt 
nach Trocknen als weiBer Schaum an. 
Ausbeute: 3,3 g 

R f : 0,73 . 6i 

Laufmittel: CH.CU/MeOH 9 : 1 
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Bcispicl ! 6 

N-( Z-'Buividiincihvlsilyloxy-oihyJ )-N-uhymin- l-yl-aeetyl)-glyciniucihylester 

5 Hie 7\\ Bcispicl 15 vcrgleichbarc Umser/.trng niii 10,0 y (40.4 mmol) der Suhstnnz aus Bcispicl 13 lieleri N-(2-'Butvl- 
ctiincihylsily loxyclhy D-N-ihyriiin- l-yl-acetyl)-«iycinmethylestcr als weiRcn FcststotT. 
Ausbeute: 3.55 m 
Rf 0.60 

Laulmiuol: O l 2 ( U/MeOH 10: 1 

10 

Bcispicl 17 

N-{2- , l^uiyldinieihylsilyloxy-ethyl)-N-(thyniin-l -yl-acetyl)-glycineihy tester 

15 Fn einer zu Bcispicl 16 analogcn Rcaktion werden 3,55 g (13,6 mmol) der Vcrbindung aus Beispiel 14 eingesetzt. 
Ausbeuic: 3,1 3 g 
R t : 0.63 

Laufmittel: CH 2 CU/MeOH 5 : 1 

20 Bcispicl 18 

N-(2- , Butytdiniethylsilyloxy-ethyl)-N-|(N 4 -Z-cytosin-l-yl)-acetyl]-glyci 

Die zu Beispiel 15 vergleichbare Umsetzung von 0.86 g (3.3 mmot) N-(2- , butyldimethylsilyloxy-eihyl)-glycineihyle- 
25 ster mil 2,0 g (6,6 minol) (N 4 -Z-cytosin-l-yl)-essigsaure liefert ^(C^Butyldinieihylsilyloxy-ethyO-N-K.N^Z-cytosin- 
l-yl)-aceiyl]-glycinel.hylester als weiBen FeslsLoiT. 
Ausbcutc: 1 ,08 g 
R f : 0.61 

Laufmittel: CH 2 CK/MeOH 20 : 1 

30 

Beispiel 19 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(thyniin-l-yl-aceryl)-glycin- t butylester 

35 Der siiylgeschutzte Verbindung aus Beispiel 15 (3,2 g; 5,5 nimol) wird bei 0°C in 20 ml THF gelost und mit 3 eq. Te- 
trabutylammoniumfluorid (TBAF) in Form einer 1.1 M Losung in THF versetzt. Man laBt auf Raumtemperatur kommen 
und riihrr noch 3 Stunden nach (DC-KontrolIe). Das Losemiuel wird entfernt. der Ruckstandin Essigsaureethylester auf- 
genommen und rnitges. NaHCO^-Lsg sowie ges. NaO-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat wird das 
Rohprodukt durch Chromatographic an Kieselgel mit Dichlonnethan/Methanol (9:1. v/v) als Eluens gereinigt. 

40 Ausbeute: 1. 10 g 
R f : 0,41 

Laufmittel: CH 2 Cl 2 /MeOH 10 : 1 

Beispiel 20 

45 

N-(2-Hydroxyettiyl)-N-(rhymin- 1 -yl-aceiyl)-glycinmethylester 

4.0 g (9,7 nimol) des silylgeschiitzten Alkohols aus Beispiel 16 werden in 30 ml Methanol suspendien und mit konz. 
HO auf pH = 1 gebracht. Nach 3 Stunden wird das Produkt abfiltriert, mit. Methanol gewaschen und getrocknet. 
50 Ausbeute: 1,63 e 
R f : 0.38 

Laufmittel: CH 2 0 2 /MeOFI 10 : 1 

Beispiel 21 

55 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(thyminl-yl-acetyl)-gIycinethylesier 

Zur Desilylierung setzt man 2,2 g (5,2 mmol) der Substanz aus Beispiel 17 in 60 ml Ethanol mil 2-3 Tropfen konz. 
HO um und laBt die Losung iiber NTacht bei Raumtemperatur nachruhren. Das Reaktionsprodukt wird abfiltriert, nach- 
r>o gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 1,01 e 
R f : 0,29 

Laufmittel: CH 2 0 2 /MeOH 20 : 1 

6S 
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Bcispicl 22 

N-(2-Hydrox ycihyl)-N-|( N 4 -/.-cyiosin- 1 -y IVaccryl |-glycincihylcstcr 

/.ii einer Losung von 0,4 g (2.7 nmiol ) CesiuniHuorid in 20 mi Acelonilril werden poriionswei.se 0.5 g (0.9 mmol) der s 
Verbindung aus Beispiel 18 hinzugegebcn. 

Man liiBi 24 h Tag -bei Raumiempcraiur riihrcn unci gibi dann diesclbe Menge (.csiumfluorid noohmals hinzu. Nach 
weiteren 24 h Ruhren bci 25°C wird filtrien. das Filirat eingedampft und durch Chromaiographic an Kicsclgcl mil Di- 
chlormeihan/Methanol (80 : !. v/v) als hlucns weiier aulgereinigt. 

Ausbeutc: 69 nm to 
R r : 0,28 

Laufmiuel: CH.CU/MeOH 20 : 1 


Bei spiel 23 
S'-Azido-S'-deoxythyriiidin 

5,0 g (20 iiunol) ini Hochvakuum zwei Tage Liber Phosphorpenioxid getrocknetes Thymidin werden in 100 ml DMF 
untcr Argon verriihrt und mil 1,25 eq Triphenylphosphin. 1,25 eq Tetrabromkohlenstoff und 3 eq. Lilhiumazid vcrsetzt. 
Die gclbe Losung wird Liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrr. Nach Zugabe von 30 ml Methanol wird noch 90 Minu- 
ten nachgeriihrt und anschlieBend zur Trockene eingedampft. Das erhaltene Rohprodukt wird schlieBlich an Kieselgel 
mil Die h lorn leth an/Me thanol (40 : 1, v/v) als Eluens chromatographiert. 
Ausbeute: 3, 72 
R f : 0.32 

Laufrnittel: CH 2 CWMeOH 20 : 1 

Bcispicl 24 
S'-Amino-S'-deoxythvniidin 


15 


30 


4,05 g (15.2 mrnol) 5'-Azido-5'-deoxy thymidin werden in Pyridin gelost und mit 1.5 eq. Triphenylphosphin bei Raum- 
temperatur fur drei Stunden geruhrt. AnschlieBend werden 20 eq. Wasser zugegeben und iiber Nacht weitergeruhrt. Nach 
Zugabe von 120 nil Wasser wird die erhaltene Suspension abgesaugt. Das Filtrat wird funfmal mit Essigsaureethylester 
gewaschen und zur Trockne eingedampft. Das zuriickbleibende Pulver wird mehrmals mit Pyridin/Toluol coevaporiert 
und im Hochvakuum getrocknet. 35 
Ausbeute: 2,78 g ^ 
R f : 0.43 ^ 
Laufrnittel: CH 2 CU/MeOH 10:1 

Beispiel 25 40 

5'-N-(4-MetlioxyLrityl)-5'-aniino-5 , -deoxythyniidin 

2.7 g (1 1,5 mmol) 5 , -Aniino-5'-deoxythymidin werden in Pyridin vorgelegt und mit 3 eq. 4-Methoxytritylchlorid. 1 
eq. Triethylamin sowie einer katalytischen Menge DMAP versetzt. Uber Nacht wird unter LichiausschluB geruhrt und 
anschlieBend mit Methanol gequencht. Das Losungsmittel wird abdestilliert. der Riickstand in Dichlonnethan aufgenom- 45 
men und mit 5%iger NaHC0 3 -Lsg. (2x) sowie ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird Liber Natriumsul- 
fat getrocknet und dann zur Trockene eingedampft. Das verbleibende Ol wird an basischem Aluminiumoxid mit Dichlor- 
methan/Methanol (100 : 0, 100 : 2, 100 : 4, 100 : 6, 100 : 8, 100 : 10 (v/v) mit jeweils 1% Ammoniak) chromatogra- 
phiert. Das so erhaltene Produkt wird in Dichlonneihan/Trieihylamin 10:1 (v/v) gelost und durch Zugabe zu 800 ml 
Pentan bei 0°C jefalll. Nach 30 min bei dieser Temperatur wird der Niederschlag abfiltriert und im Hochvakuum ge- 50 
trocknet. 
Ausbeute: 2.77 g 
R f : 0.46 

Laufrnittel: CH 2 CI 2 /MeOH 10:1 

55 

Beispiel 26 

5'-N-(9-Fluorenylniethyloxycarbonyl)-5 , -amino-5 , -deoxythymidin 

3,2 g (13,3 mmol) 5'- A mino-5'-deoxy thymidin werden in DMF vorgelegt. mit 1,2 eq. Diisopropylethylamin sowie 1,2 
eq. 9-Fluorenylmethyl-succininiidylcarbonat versetzt und bei Raumtemperalur 30 Minuten verriihrt. Nach beendeter Re- fto 
aktion werden 175 ml ges. NaHC0 3 -Lsg. zugegeben. Der entstandene Niederschlag wird abgetrennt und griindlich mit 
Wasser gewaschen. AnschlieBend lost man in Dichlonnethan und chromatographiert an basischem Aluminiumoxid mit 

Dichlonnethan/Meihanol (100 : 0. 100 : I. 100 : 2 100 : 10 (v/v) mit jeweils \% Ammoniak). 

Ausbeute: 1.56 g 

R f : 0,40 • 6^ 

Laufrnittel: CHNCU/MeOH 30 : 1 
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Beispiel 27 

I N-tlii h ox v e a rbo .\ y 1 1 ie i h y I ) - N-( i h y n i i n- 1 - y I - acct y I)- 2 - a r u i no- 
cthyl|-2-eyunoeihy lo'-O-Uiirucihoxyirily! Hhymidin-3'-phosphut 

s 

Sowohl 0.2 g ((J.64 mmol) der Subsian/. aus Beispiel 21 als auch 0.37 g (0,5 nirnol) 2-C*yan<x;ihyl-N.N-diisopropyl- 
5'-()-(Dinicthoxyirityl)-[hyiiiidin-3'-phosphorainidii werdendurch mehrnialiges Co-evaporieren mil Dichlormeihan und 
anschlicBende geirennie Koch vakuu ml rock nung fur 12 h von den Icr/.rcn Feuchiigkeiisspuren bcl'rcii. Unicr Argon losi 
man die Verbindung aus Bcispicl 21 in 10 ml Dichlomieihan/Accioniiril (v/v) 1 : 1 und gibi das Phosphoramidif gcfolgi 

id von 37.5 mg ('0.5 moli Teirazol. bcide ebenfalls in diesen Losemiitelgemisch geiosi. mil cincr Sprii/.c Nach beendeicr 
Rcakiion (DC-Kontrolle. ca. 5 Stundcn) werden 1.2mniol m-CPBA zugeser/.i und Liber Nachi bei Raumtcmpcraiur 
nachgeruhn. Die Reakiionsmischung wird mil 150 ml Dichlormeihan verdunni und mil ges. Nu-.C0 3 -Losung verseizt. 
Die wii tinge Phase wird noch niehrlaeh mil Oichlonneihan eurahierl. die vereinigien organischen Phasen mil NaH- 
S() 3 -L6sung gewaschen und schlieBlich iiber Natriumsuifai getrocknet. Das Lose- mine I wird im Vakuum enifernt und der 

15 Ruckstand durch Chromaiographie an Kieselgel (Elucns Dichlormeihan/Methanol 70 : 1 bis 50 : 1 (v/v)) gereinigi. 
Ausbeute: 157 nig 
R f : 0.48 und 0.54 
Laufmiitel: CH 2 Cl 2 /MeOH 10 : 1 

20 Beispiel28 

[N-(Echoxycarboxyniethyl)-N-(thyniin-l-yl-acetyl)-2-amino- 
ethyl]-2-cyanoethyl-(5'-(4-meihoxytrityl-aniino>-Lhyniidin-3'-phosphar 

25 Man lost 0,8 g (1.6 mmol) der Verbindung aus Beispiel 25 (aus Pentan gefallt und vorgetrocknen in 40 ml Dichlorme- 
ihan und verselzl unier Argon mil 1.2 mmol Bis(diisupropylamiiionium)-Leirazolid. Nach Zugabe von 2 eq. 2-Cyanoet- 
hoxy-bis-(diisopropylamino)-phosphin wird fur zwei Smndcn bci Raumtcmpcratur gcriihrt. Die Rcaktionsmischung 
wird zwischen jeweils 40 ml Dichlormethan und ges. NaHCOj-Lsg. verteilt, die waBrige Phase noch dreimal mit Di- 
chlorniethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Lsg. gewaschen und anschlieBend iiber Natri- 

30 umsulfat getrocknet. Das nach Verdampfen des Losemittels resultierende Ol wird in wenig Dichlonneihan gelbst und bei 
0°C zu 400 ml Pentan gegeben. Die Losung wird noch 30 Minuten bei dieser Temperatur belassen und schlieSlich der 
Niederschlag abfiltriert und getrocknet. Es resultieren 629 mg eines weiBen Feststoffes, der im DC (EE/CH 2 Cl 2 /NEt 3 
45 : 45 : 10 (v/v/vj zwei UV-absorbierende Punkte fur die beiden diastereomeren Phosphite zeigt. Das Rohprodukt 
(200 nig; 0,64 mmol) wird sofort weiter analog Beispiel 27 mit der \ferbindung aus Beispiel 20 umgesetzt. Nach Chro- 

35 matographie an Kieselgel mit CH 2 Cl 2 /MeOH-<Jradienten (70 : 1 bis 30 : 1 (v/v)) erhalt man das Produkt in Form eines 
weiBen Feststoffes. 
Ausbeute: 103 mg 
R f : 0.47 und 0,57 
Laufmittel: CH 2 CI 2 /MeOH 10 : 1 

40 

Paientanspriiche 

1 . Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 

45 


50 


55 



in welcher 

R^ fur Wasserstoff- Hydroxy, C r C [8 -Alkoxy, Halogen, Azido oder Amino steht. 

R- fur eine in der Nucleoiidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoethyl sreht. 
60 R 3 und R 4 unahhangig voneinander fur WasserstorT- C r r 4 -Alkyl oder gemeinsani fur CVC^-Alkandiyl wie bei- 

spielsweise -CH 2 -, -(CH 2 ) 2 -. -(CH 2 > 3 - oder -C(CH 3 ) 2 - stehen. 

B fur alle naturlichen oder unnatiirlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil. Cytosin. Adenin. Guanin, Hypo- 
xanihin oder durch chemische Modification von diesen abgeleiteie Deri vale oder halogenierte Vorstufen von diesen, 
gegebenenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl. Trifluoracetyt. Triehloracetyl, Benzoyl, 
65 Phenylaceiyt. Benzyloxycarbonyl (Z od. Cbz). ten.-Butyloxycarbonyl (Boc), Allyloxycarbonyl. (9-Fl*uorenyl)me- 

ihoxycarbonyl (Fmoc) oder andere in der Pcplid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen substiiuiert. 
stehi. 

(J fur -NH- oder -O- siehl. 
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{ b „ W .us <U, l*p»<Whcn,ic bckann.c Schu W wie hci.p-c.swcisc /. H«* 

" Vcrbindunecn dcr allgen.e.nen lom.el (I) 

worin " „ , r r /Mko , v Fluor. C:hlor.Brom.Azido Oder A.u.nos.ch.. 

nyi; (Q-Fluorcnyl)n.eihoxycurnonyl ortcr ancu.r 
substi.uiert sind. 

0 -NH- Oder -0- bedeutci. Pep «idchemie bekannte Schutz.gruppe _ 

X fur Wasserstoff oder c.ne beheb.ge aus at rep p epddcheuU e bekannic C -lennin ale i»cnuiz B FH 

? fur Wweraoff. C.-Q- Alky I » • 

3. Verbindungen- der F uor. Chlor. Azido oder Anuno s.ch.. 

R l fur Wasserstoff- Hydroxy. Me.hoxy. Lihoxy. mu . ( CH,),-. 
R2fur2-Cyano.thyls.eh.. f , r Wasserslo ff. Methyl. Ethyl. Isopropyl oder gen.e.nsam tur -(.H 2 . -- 

fluoraceiyL TrichloracetyU Benzoyl. e p id _ und Nu Ueinsaurechenue ubliche 2>chuu & PP c 
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tuicrt sind. stent. 


lUicn aiuu- J"*"- 

4. Verbindungen der allgemeinen Fortnel (II) 


30 


35 



40 


in welchcr Verbindungen der Formel (0 angegebenen J^J^^J^ durch Al- 

R 3. r4 und B die bei der Beschre ^ un p 8^dchem"e bekann.e saurelabile Schu.zgn.ppe w e R J und R 4 

X' fur Wassersmff oder e.ne aus der Pepudche.^^ 4 . Melnoxy .rityl stent, wobet tur den Fall daB H 
k yl und/oder Pheny I « S ™ nenfalls subs tituiertes Alkoxycarbonyl und Tnty! ausg 

gleichzeitig jewetls tur Wasserstott stenen. g y hllI . /erUDOe wie be.spielsweise 

^ dund , „ • h..iebi« aus der Pep.idchemie bekannte C-terrmnale Schutzgruppe w,e D 

Y fur C r C 6 -Alkyl oder eine behebige aus aer rc H 
Benzyl oder tert.-Butyl stefu. 


45 


50 


- Leerseite - 


